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I 
 
全文英文缩略词表 
英文缩写        英文全称      中文全称 
 
UTR   untranslated region       非翻译区 
HCC   hepatocellular carcinoma      肝细胞癌 
PAGE   polyacrylamide gelelectrophoresis    聚丙烯酰胺凝胶电泳 
CCK-8   Cell Counting Kit-8     细胞增殖检测试剂盒 
PBS   Phosphate Buffered Saline   磷酸缓冲盐 
miRNA MiRNA 微小 RNA 
Pri-miRNA Primary-Micro RNA 原始微小 RNA 
Pre-miRNA Precursor-Micro RNA 前体微小 RNA 
SNP Single nucleotide polymorphism 单核苷酸多态 
RISC RNA-inducing silence complex RNA 诱导沉默复合体 
MAF Minor allele frequency 低频等位基因频率 
OR Odds Ratio 比值比 
95% CI 95% Confidence Interval 95%置信区间 
HWE Hardy-Weinberg equilibrium 哈迪－温伯格平衡 
MALDI-TOF Matrix-assisted laser 
desorption/ionization–time of flight 
基质辅助激光解吸附电离
飞行时间质谱分析技术 
PCR   Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 
AFP          Alpha fetoprotein 甲胎蛋白 
ALT Alanine aminotransferase 谷丙转氨酶 
AST Aspartate transaminase 谷草转氨酶 
PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链反应 
GO Gene Ontology  基因本体学数据库 
KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes 
京都基因与基因组大百科
全书 
SPATS2L spermatogenesis associated serine 
rich 2 like 
精子发生相关的丝氨酸样
蛋白 2  
LRP6 low density lipoprotein 
receptor-related protein  
低密度脂蛋白相关受体 6 
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中 文 摘 要 
研究背景及目的： 
基于早期肝癌患者缺乏特异症状和体征，而中晚期肝癌患者治疗效率又比较
低并且预后较差，探讨肝癌的早期诊断与其发生机制具有重要意义。miRNA 是
一类由内源基因编码的长度约为 22 个核苷酸的非编码单链 RNA 分子，它们在动
植物中参与转录后基因表达调控，其形成过程从长链 pri-miRNAs到 pre-miRNAs，
最后形成成熟 miRNAs，可直接结合到 mRNA 的 3’UTR，从而抑制 mRNA 的翻
译，导致 mRNA 的降解，进而影响蛋白质的表达，改变生物过程。SNP 是指基
因组内单个核苷酸改变时发生 DNA 序列的多态性变化，SNP 决定着群体和个体
基因序列的细微差别，是人类基因组最常见的一种变异类型。本研究旨在研究
miRNA1269a 及 miRNA1269a SNP 与肝癌发生易感性的关系及其差异和对肝癌
细胞增殖、凋亡等生物学特性的影响，验证 miRNA 与其直接作用靶基因之间的
关系及其靶基因对肝癌细胞的生物学作用，进而阐明 miRNA1269a 及
miRNA1269a SNP 是对肝癌细胞产生以上生物学影响的具体作用机制。 
方法： 
根据已有的前体和成熟 miRNA 的 SNP 数据库，筛选出可能对靶基因结合或
miRNA 表达量有影响的功能位点，使用基质辅助激光解吸附电离飞行时间质谱
分析技术在 723 例肝癌个体和 698 例健康对照的血液样本基因组 DNA 中进行
SNP 分型，分析这些位点的基因频率在病例组和对照组之间的差异，获得与肝癌
有关联的位点。 
此外，对该关联性研究所示的 miRNA SNP 阳性位点进一步进行其功能性研
究，首先在肝癌患者血浆中通过提取与肝癌易感性相关的阳性 miRNA，来确定
其表达量与 miRNA SNP 的关系。再进一步通过 TargetScan 6.2，miRDB，
miRWALK 数据库来预测此 miRNA SNP 的可能靶基因，利用靶基因的显著性功
能分析 GO-Analysis，靶基因的显著性信号通路分析 Pathway-analysis，最后与
Cosmic 数据库肿瘤相关的癌基因取交集，得到 8 个靶基因，然后通过 miRNA SNP
转染的细胞来验证。最后得到两个预测靶基因. 
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结果： 
从人类 miRNA SNP 数据库中共筛选出 13 个 miRNA 的 SNP 位点，发现
miRNA1269a 中 rs73239138(G>A)与肝癌发生风险之间的关联具有统计学意义。
与野生型 GG 基因型相比， AA 基因型明显提高了肝癌发生的风险
(P=4.32×10-5,OR(95%CI)=2.10(1.47-3.0))，而 GA 基因型也具有同样的结果
(P=5.68×10-13,OR(95%CI)= 2.65(2.04-3.46))，而这一效应也同时在 rs73239138 的
显 性 模 型 中 (dominant model GG vs GA+AA) 中 显 现 出 来 (P=1.28×10-12, 
OR(95%CI)=2.52(1.95-3.25)),揭示出含有 A 基因型可以明显提高肝癌易感性
（P=1.28×10-12），同理可以看出 miRNA1269a 的 rs73239138(G>A)位点的基因型
与肝癌和乙肝相关性肝癌易感性具有相关性，该位点的等位基因型 A 可增加肝
癌发生的风险性，是风险性因子(P=6.19×10-7)。另外发现 miR-933 的 SNP 位点
rs79402775 的基因型与肝癌和乙肝相关性肝癌易感性不具有相关性。 
其次，在 miRNA SNP 与 miRNA 表达量的研究中发现，miRNA1269a(GA.AA)
肝癌患者的 miRNA1269a 的表达水平较 miRNA1269a(GG)水平略低，少量肝癌患
者血浆内 miRNA1269a 的表达水平无统计学差异(P=0.3802 和 P=0.0537)，然而将
miRNA1269a 及 miRNA1269a SNP 的前体质粒转染入肝癌细胞系后测得的
miRNA1269a 的表达水平存在显著性差异（P<0.01）。在最后对 miRNA SNP 靶基
因的研究显示在 mRNA 水平验证了 miRNA1269a rs73239138 (G>A)在肝癌发生
中的两个预测靶基因分别为 SPATS2L 和 LRP6。 
结论： 
在此次 723vs698 例病例对照研究中我们阐明了 miRNA1269a 中
rs73239138(G>A)与肝癌发生风险之间存在关联，并作为风险性因素起作用。而
在转录水平，miRNA1269a 中 rs73239138(G>A)的过表达导致 SPATS2L 和 LRP6
的表达量下调，提示二者可能是 miRNA1269a rs73239138 产生作用的靶基因。 
关键词：miRNA1269a-SNP 肝癌 易感性 
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Abstract 
Background and Objective:  
To investigate the early diagnosis of liver cancer and its pathogenesis is 
important, because the early symptoms of liver cancer lack of specific symptoms, and 
treatment efficiency in patients with advanced hepatocellular carcinoma is low and the 
prognosis is not very well. miRNA is a class of endogenous gene encoding a length of 
about 22 nucleotides of noncoding single-stranded RNA molecules that are involved 
in post-transcriptional regulation of gene expression in plants and animals, its 
formation from a long chain pri-miRNAs to pre-miRNAs, the final form mature 
miRNAs, can be bonded directly to the 3 'untranslated region of the mRNA to inhibit 
translation of the mRNA and lead to degradation of the mRNA and finally affect the 
expression of the protein and change the biological processes. SNP refers to change in 
the DNA sequence polymorphisms occur when a single nucleotide change within the 
genome and determines the nuances of group and individual gene sequence of the 
human genome and that is the most common type of variation. The present study was 
designed to find out the relationship and differences between miRNA1269a SNP and 
miRNA1269a and their association with prognosis of HCC and its impact on the 
biological characteristics of liver cancer cell proliferation, apoptosis. Finally, to verify 
miRNA1269a and miRNA1269a SNP is how to produce more biological impact on 
liver cancer cells, it seeks to clarify its relationship with its direct role in miRNA 
target gene. 
Methods:  
Functional SNPs sites which may associate with the expression or target 
combination of miRNAs were screened from all known SNPs in mature miRNAs or 
miRNA precursors. Matrix-assistedlaser desorption/ionization–time of flight
（MALDI-TOF）was used in genotyping candidate SNP sites of 723 liver cancer 
cases and 698 healthy controls. Then the differences of genotype/allele type 
frequencies of these loci between the cases and the controls were analyzed by data 
statistic method, then SNP sites associated with gastric cancer was obtained. 
Rusults:  
It has screened 13 SNPs in miRNA. In our study, it shows that rs73239138 (G>A) 
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in miRNA1269 is significantly associated with the susceptibility of liver cancer. 
Compared with the wild genotype of GG, the AA significantly increased the risk of 
liver cancer (P=4.32×10-5, OR (95%CI) =2.10(1.47-3.0)), again, the genotype of GA 
showed the same result (P=5.68×10-13, OR (95%CI) = 2.65(2.04-3.46)). Moreover, it 
also indicates that the dominant model (GG vs GA+AA) (P=1.28×10-12, OR(95%CI)= 
2.52(1.95-3.25))) is related to the increased susceptibility of liver cancer
（P=1.28×10-12）. In conclusion, the genotype of AA plays a role in liver cancer as a 
risky factor.Besides, the genetypoe of rs79402775 in miRNA933 is not related with 
the susceptibility of liver cancer 
Lastly, in the study of the association between miRNA SNP and expression of 
miRNA, the expression level of miR-1269a in patients with miRNA1269a (GA,AA) 
is slightly lower compared with patients with miRNA1269a (GG), but the difference 
was not statistically significant (P=0.3802 and P=0.0537).However,after transfecting 
the precursor plasmid of miRNA1269a and miRNA1269a SNP into the liver cancer 
cell lines the expression level of miRNA1269a between the two groups showed a 
significant difference (P <0.01).At the end of the study, it is verified that at mRNA 
level, there are two predicted target genes of the miRNA1269a rs73239138 (G>A) in 
liver cancer--- SPATS2L and LRP6. 
Conclusion:  
In this 723 vs. 698 case-control study, it is the first time that confirming the 
rs73239138 (G>A) in miRNA1269a is associated with the susceptibility of liver 
cancer, which can be considered as a risky factor. At mRNA level, the overexpression 
of miRNA1269a rs73239138 (G>A) leads to the downregulation of SPATS2L and 
LRP6, suggesting that these two are the targeted genes of miRNA1269a rs73239138 
(G>A). 
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第一章 绪论 
肝细胞癌是一种常见的恶性肿瘤，对人类健康构成显著威胁。在世界范围内
男女最好发恶性肿瘤中肝癌分别排第五名和第七名，此外，男女性恶性肿瘤死亡
率肝癌分别位列第二和第六[1]。2008 年中国的新发肝癌病例约占全球该年新发病
例的 50％[2]，而中国肝癌患者死亡率位列恶性肿瘤致死率第二名，亚洲患者约有
大于 10％的人得到了有效的治疗，包括手术原位肝移植或局部消融，而姑息治
疗包括肝动脉栓塞化疗和索拉非尼[3]。由于缺乏对肝癌早期阶段具有高度特异性
和灵敏性的诊断方法[4]，大多数肝癌患者通常是后期阶段才被诊断出来，而中国
此类情况的比例竟占到了 80％，这显然成了问题[5]。许多前期研究已经涉及肝癌
的发生和发展机制，然而迄今为止仍未完全阐明[6, 7]。因此，肝癌的发病机制以
及新的诊断标志物和治疗靶标的勘探调查有助于改善肝癌的诊断和治疗，具有重
要意义。 
miRNA 是一类由内源基因编码的长度约为 22 个核苷酸的非编码单链 RNA
分子，是一种基因表达中很重要的调节分子[8]。miRNA 参与很多的细胞生物过
程，如增殖，凋亡，分化等，已经研究出其与很多疾病的发病机制相关，如肿瘤
[9]等。在细胞核内，miRNA 是由 RNA 聚合酶Ⅱ或者Ⅲ的作用先形成长链
pri-miRNA[10, 11],再由 RNase III Drosha 处理成含~70 个碱基的茎环结构 pre-RNA
和一个与 DGCR8/Pasha 蛋白结合的双链 RNA[9]。而 pre-miRNA 由 RanGTP 和
Exportin-5 转运到胞浆中[12]，经 RNase III 的聚合内切酶 Dicer 切割成成熟
miRNA[13]。而成熟的 miRNA 形成 RISC（RNA-induced silencing complex）复合
体，从而与 mRNA 的 3’非翻译区(3’untranslated regions,UTRs)相结合，从而沉默
靶 mRNA 的表达，改变生物过程，如细胞生长，分化，代谢，凋亡等[14, 15]。在
人类疾病的发生发展中能够观察到 miRNA 表达的变化，从而影响 miRNA 的成
熟及靶向识别，导致蛋白表达异常，表型发生变化，进一步造成疾病发生的风险，
如肿瘤形成[16]。大多数 miRNA 和靶标的结合是不完全匹配的，每个 miRNA 可
以和成千上万的 mRNA 结合，同样每个 mRNA 也可以受到不同 miRNA 的调控。
根据预测人类中大概有 60%的编码 mRNA 可能受到 miRNA 的调控。 
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SNP 是指基因组内单个核苷酸改变时发生 DNA 序列的多态性变化，即基因
组内特定核苷酸位置上寻找 2 种不同的碱基，其中最少 1 种在群体中的频率不小
于 1%。SNP 决定着群体和个体基因序列的细微差别，是人类基因组最常见的一
种变异类型，在整个人类基因组中分布相对广泛。SNP 是 miRNA 的关键组成成
分之一，它可改变转录，加工，目标识别，形成很多重要的表型，在肿瘤的发生、
发展过程以及个体对环境致病因素的易感性中起着重要作用，SNP 的存在并不直
接导致细胞的恶性转变及肿瘤发生，但可能会赋予个体对某种特殊环境因素易感
[17-20]，进一步导致疾病的发生发展，因此 miRNA 是肿瘤形成发展的重要基因因
素，miRNA 的异常表达和人类的很多疾病密切相关[19]。已经发现很多 miRNA
的异常与肿瘤的发生有关，关联研究发现 miRNA 可以用来做肿瘤的生物标记。
功能研究发现 miRNA 在肿瘤发生中可以作为癌基因，也可以是抑癌基因，还可
以调控肿瘤干细胞和代谢等。 
随着对 miRNA 研究的深入，越来越多的学者把焦点关注在 miRNA 与肿瘤
之间的关系上。利用 miRNA 在组织、疾病中的特异性，或者血浆中的 miRNA，
用来探索其作为非侵入性诊断指标的价值等，通过 miRNA 及其靶标之间的相互
作用而形成的复杂的调控网络正调控着如细胞增殖，分化，迁移，凋亡等基本功
能[21]。但 miRNA 在肿瘤上所发挥的所有作用和功能尚未完全明朗[22]。许多研究
已经证明，miRNA 的异常表达与肝癌发生相关，而 miRNA1269a 是 18 个已发现
与 HCV 紧密相关肝癌的 miRNA 的其中一个[23]。而近年来也有研究报道指出许
多 miRNA 的 SNP 位点也与肝癌发生发展相关，如 miR-196a2 rs11614913, 
miR-499 rs3746444 等[24, 25]. 
本研究利用目前发现的所有 miRNA SNP 数据库进行筛选，并且所选择的
SNP 都在 miRNA 的关键位置上，预测发现这些 SNP 对 miRNA 的生成以及
miRNA 的调控功能都有着重要作用。为了获得更可靠的实验结果我们纳入了 723
例原发性肝癌血液样本及 698 例对照血液样本，流行病学及临床信息完整。用
MassARRAY 方法对选取的 miRNA SNP 进行分型，结合病例对照组分析各个位
点与肝癌易感性的关联，并探究阳性位点可能的功能。 
从分子生物学水平研究肝癌方兴未艾，要想从根本上认识肝癌的发生发展的
分子机制，启发对肝癌的诊断和治疗，达到彻底治愈肝癌的目标任重而道远。迄
今为止，有关于 miRNA1269a 相关 SNP 对肝癌的作用情况及意义还鲜有研究发
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表过。本研究的目的是探究 miRNA1269a SNP 对肝癌易感性的影响，并分析其
是通过怎样的分子机制来发挥作用的；通过一系列的实验研究了 miRNA1269a
及其相关 SNP 的功能，并初步探讨了两个可能与 miRNA1269a 直接作用的靶基
因，以阐述 miRNA1269a 及其 SNP 是如何在肝癌内发生发展，为探索肝癌易感
性提供新的线索。 
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